


















presymptomatic  or  early  stage may  be  the  key  for  a  successful  treatment, with  clinical  trials 
currently  investigating  this.  It  is anticipated  that preventative and  therapeutic strategies may be 
stage‐dependent, which means  that  they have a better chance of success at a very early  stage—
before critical neurons are lost. Several studies have been investigating the use of cerebrospinal fluid 
(CSF) and blood  as  clinical  samples  for  the detection of AD with  a number of  established  core 
markers, such as amyloid beta (Aβ), total tau (T‐tau) and phosphorylated tau (P‐tau), being at the 
center of clinical research interest. The use of oral samples—including saliva and buccal mucosal 
cells—falls under one of  the  least‐investigated areas  in AD diagnosis. Such  samples have great 
potential  to  provide  a  completely  non‐invasive  alternative  to  current CSF  and  blood  sampling 






detected  in saliva and have shown some potential as  future AD diagnostics. Future  large‐cohort 








recognized  that  pathologic  changes  in  the  brain  commence  several  years  before  any  obvious 
symptoms of memory loss [2,3] with amyloid beta (Aβ) pathology thought to be a key initial step, 
followed  by  the  development  of  neurofibrillary  tau  pathology  [4].  Three  different  stages were 
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suggested to characterize the disease: preclinical (or asymptomatic) AD, mild cognitive impairment 
(MCI) due  to AD  and dementia due  to AD  [5]. An  accurate premorbid diagnosis of  the disease 
remains challenging and is currently based upon clinical presentations, as well as other imaging and 
biofluid  biomarkers  [6].  Positron  emission  tomography  (PET)  scans  can  reveal  Aβ  or  tau 
accumulation  in  the brain whereas magnetic  resonance  imaging  (MRI) can measure  function and 
reveal brain atrophy [3]. Specific cerebrospinal (CSF) biofluid constituents, such as amyloid beta 42 
(Aβ42), which correlates with extracellular senile plaques  [7],  total  tau  (T‐tau), which  reflects  the 
intensity  of  neuronal  damage  [8]  and  phosphorylated  tau  (P‐tau), which  correlates with  tangle 
pathology [8], were shown to have excellent diagnostic accuracy [9]. However, the relatively invasive 
nature of CSF collection limits its widespread use in routine primary care practice as the procedure 
is  only  rarely  performed  by  general  practitioners  [10].  Moreover,  a  lumbar  puncture  can  be 
unpleasant and generate patient anxiety and therefore is not preferred as a routine test. 





















attracted more  attention within  the  clinical  and  scientific  community  in  recent  years due  to  the 
successful advent of minimally invasive blood diagnostics as well as accumulating evidence linking 
AD  with  “oral‐cavity  arising”  biomarkers.  For  instance,  several  studies  have  correlated  AD 
development with oral bacteria and chronic periodontal disease  [26–28].  It was hypothesized  that 
oral bacteria or  their  released endotoxins, may access  the brain and  induce microglial activation, 
which  is  a well‐known AD marker  resulting  in  increased  levels  of  proinflammatory  cytokines, 
capable of initiating neuronal loss and neurodegeneration [29]. 


















attention  as  an  ideal  candidate  for  disease  detection.  Traditionally,  salivary markers  have  been 
utilized in diagnostic and monitoring tests for periodontal and other oral diseases [31,32]. More recent 
technological advances,  leading  to an advent of sensitive analytical approaches and sensors, have 
created  the  attractive  opportunity  for  the  diagnosis  of  other  systemic  diseases  using  saliva, 
introducing a field of “salivary diagnostics” [33,34]. Previous studies have demonstrated the promise 





salivary biomarkers  indicative of AD. For  instance,  it has been proposed  that biomarkers may be 
secreted by nerves  into salivary glands due to their close proximity to the central nervous system 
[42]; or  that salivary proteins originate after  transport of molecules  from blood  to saliva  through 
ultrafiltration and passive diffusion or active transport [45]. It is accepted that potential biomarkers 
reflecting brain pathology  can be  released at  small concentrations  in  the blood after  crossing  the 
blood–brain barrier [46], which in the case of neurodegenerative disease is disrupted, thus leading to 




































Technique  Cohort (n)  Main Findings  References 
Saliva           
  Aβ42  Sandwich ELISA  AD: 15 
Healthy controls: 7  Increased  Sabbagh et al. [52] 







    Sandwich ELISA  AD: 20 
Healthy controls: 20  Not detected  Lau et al. [57] 




    Nanobead ELISA  AD: 28 
Healthy controls: 17  Increased  Kim et al. [56] 
    Luminex ELISA  AD: 21 
Healthy controls: 38  Not detected  Shi et al. [42] 




    Nanobead ELISA  AD: 28 
Healthy controls: 17  No change  Kim et al. [56] 
  T‐tau  Sandwich ELISA  AD: 20 
Healthy controls: 20  No change  Lau et al. [57] 







  P‐tau  Sandwich ELISA  AD: 20 
Healthy controls: 20  No change  Lau et al. [57] 
    Luminex ELISA  AD: 21 
Healthy controls: 38  No change  Shi et al. [42] 





































































































































































were enrolled as mild and moderate AD according  to  the AD criteria established by  the National 
Institute on Aging and the Alzheimer’s Association (NIA‐AA) [79]. Inclusion criteria were MMSE 






















(CDR‐SOB)) and  the  control group  consisted of volunteers  ≥50 years of age without a history of 
neurological, psychiatric or other medical diagnosis that could contribute to cognitive impairment or 
dementia. The CDR‐SOB rating was 6.2 for the AD group and 0.2 for the controls. The same study 
attempted measurement of other biomarkers  indicative of AD, such as  tau,  results which will be 
provided in the relevant sub‐sections below. 
In a study by Bermejo‐Pareja et al. [55], an increase was observed in the Aβ42 levels of mild (7.67 
pg/mL)  and moderate AD  (11.70 pg/mL), but  interestingly not  in  severe AD  (3.03 pg/mL) when 
compared with  healthy  controls  (2.89  pg/mL).  The  cohort  consisted  of  70 AD  (29 mild AD,  24 
moderate AD and 17 severe AD) (21 males, mean age: 77.2, mean MMSE score 17) and 56 controls (17 
males, mean  age:  74.4, mean MMSE  score was  not  determined). All AD  cases were  diagnosed 
according  to  the Diagnostic  and  statistical manual  of mental disorders  (DSM)‐IV  and NINCDS–
ADRDA criteria and diagnosis required evidence of cognitive decline as well as impairment in social 






found  between  Aβ42  and  AD  was  independent  of  established  risk  factors,  including  age  or 
apolipoprotein E (ApoE) genotype, but was dependent on sex and functional capacity. This study 






healthy  control  samples  (mean  MMSE:  25.5)  and  was  capable  of  detecting  Aβ  peptides  at 
concentrations as low as ~20 pg/mL. AD diagnosis was performed according to the clinical mental 




















were provided  in  the previous  section  (Amyloid beta). A  separate metabolite  (the  salivary  sugar 


















samples  including  41 AD  (17 males, mean  age:  80.0),  44  controls  (14 males, mean  age:  72.0),  16 
frontotemporal dementia (FTD) (11 males, mean age: 71.5), 12 neurology (i.e., Individuals with brain 
diseases  such as  stroke, epilepsy and multiple  sclerosis, but normal  cognitive  function)  (5 males, 
mean age: 55.0) and 76 young normal subjects (31 males, mean age: 32.0). Probable AD diagnosis was 





processes,  such  as  neurofibrillary  tangles  or  amyloid  plaques  further  increased  the  certainty  of 
diagnosis. Diagnosis of MCI was made if the subject displayed subjective memory complaints, had 
normal activities of daily living and general cognitive function, and demonstrated objective evidence 
of mild memory  impairment  on  testing. Healthy  controls were  volunteers  aged  ≥60  years  and 





Other biomarkers, apart  from Aβ and  tau proteins, have also  shown potential as diagnostic 
means  in  saliva  specimens. For  instance,  lactoferrin, an antimicrobial peptide with a known Aβ‐









were MMSE  scores  of  29.0,  no  history  or  clinical  signs  of  neurological  or  psychiatric disease  or 
cognitive  symptoms.  Lactoferrin  was  positively  correlated  with  MMSE  score  and  Aβ42  while 
negatively correlated with T‐tau. It was also demonstrated that 14 out of 18 controls that were found 






















































controls  (21 males, mean  age:  63.9). The diagnoses  of probable  or possible AD  according  to  the 
NINCDS–ADRDA  criteria  [82].  Neuropsychological  assessment  was  performed  on  all  patients, 








Numerous  studies  have  employed  mass  spectrometry  techniques  to  develop  a  panel  of 




























age‐matched  healthy  controls  (102 males, mean  age:  77.9).  Diagnosis  of AD was  based  on  the 
NINCDS–ADRDA  criteria whereas  controls did not have  any neurologic or  cognitive disease. A 
number of different metabolites (sphinganine‐1‐phosphate, ornithine, phenyllactic acid, inosine, 3‐











they  reported a diurnal  alteration  in  carbonyl  levels. All AD  subjects met  the NINCDS–ADRDA 
criteria for probable AD. MCI individuals exhibited cognitive decline (usually memory) of at least 6 
months duration that did not meet dementia criteria and scores of 0.5 on the Clinical dementia Rating 









control group  included people with MMSE >23 and normal  results of  complete blood  count and 
biochemical blood tests. It was shown that in dementia patients the concentration of major salivary 



























severe AD based on  their  regular clinic visits and  their scores on  the MoCA and  the MMSE. The 
control group consisted of age‐ and gender‐matched cognitively normal caregivers. All AD patients, 


















A  buccal  cytome  assay was  used  in  one  of  these  studies  [74]  to measure  ratios  of  buccal  cell 
populations and micronuclei in 54 AD patients (16 males, mean age: 76.9) compared to 26 age‐ and 
gender‐matched controls (11 males, mean age: 68.7). Diagnosis was based on the NINCDS–ADRDA 
criteria.  Frequencies  of  basal  cells  (p  <  0.0001),  condensed  chromatin  cells  (p  <  0.0001)  and 
karyorrhectic  cells  (p  <  0.0001) were  found  to  be  significantly  lower  in AD. The  study’s  authors 
concluded  that buccal  cytome biomarkers may be  associated with AD, but  also urged  for  larger 
studies  to  replicate  these pilot  results. A  second  study  from  the  same  group  [75], measured  the 






































This  review  has  reported  extensively  on  studies  that  have  used  different  experimental 
approaches, ranging from molecular assays to metabolomics and cytological assessment, as well as 
different  biomarkers,  ranging  from  Aβ  and  tau  proteins  to  oral  microbiome,  toward  AD 
investigation. Studies were included  irrespective of their results, demonstrating promising or not‐
promising  biomarkers  and  their  final  outcomes  were  fully  described.  Both  advantages  and 
disadvantages of salivary specimens were discussed. 
Further  large‐cohort  studies  are  necessary  to  determine  the  use  of  these  non‐invasive  oral 
samples as a research and/or clinical tool for AD. There is need for independent studies from different 
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